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摘  要  【目的】 本研究旨在通过检测西方蜜蜂 Apis mellifera 的 β-N-乙酰己糖胺酶 4 基因（AmFdl）在

工蜂不同组织和发育阶段中的表达谱，并解析其蛋白分子特征和保守功能域，为深入开展 AmFdl 的功能

研究提供基础。【方法】 通过 RT-PCR 和琼脂糖凝胶电泳鉴定 AmFdl 在西方蜜蜂中表达；利用 RT-qPCR

检测 AmFdl 在西方蜜蜂不同组织和发育阶段的表达差异。通过生物学相关软件预测和分析 AmFDL 的理化

性质、分子特征、保守基序和功能域，并构建系统进化树。【结果】 AmFdl 在西方蜜蜂工蜂不同组织中差

异表达，在咽下腺中的表达量最高，且显著高于脑、中肠、脂肪体、表皮和毒腺等组织（P < 0.05）。AmFdl
在工蜂卵中的表达量最高，其表达量随幼虫日龄增高而逐渐降低；AmFdl 在 2 日龄工蜂成虫中的表达水平

最高，显著高于 1 日龄和 6 日龄（P < 0.05），其中在 6 日龄工蜂中的表达量最低。AmFDL 编码 717 个氨

基酸，分子量约为 80.8 kD，平均亲水系数为﹣0.359，不含典型的信号肽。西方蜜蜂、东方蜜蜂 Apis cerana、
无刺蜂 Frieseomelitta varia、熊蜂 Bombus vosnesenskii 和美洲东部熊蜂 Bombus impatiens 的 FDL 蛋白含有

2 个相同的结构，分别为 GH20_HexA_HexB_like 和 Glycohydro_20b2，AmFDL 还包含 5 个保守的序列。西

方蜜蜂和东方蜜蜂的 FDL 蛋白在进化树上归为同一支。【结论】 AmFdl 基因在西方蜜蜂工蜂的咽下腺和

卵中特异性高量表达。AmFDL 是一种亲水性的非跨膜蛋白，具有保守的基序和功能域。 

关键词  西方蜜蜂；β-N-乙酰己糖胺酶；时空表达谱 

Spatiotemporal expression profile and molecular protein 
characteristics of the Fdl gene in Apis mellifera 
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Abstract  [Aim]  To investigate the expression profile of the β-N-acetylhexosaminidase 4 gene (AmFdl) in different tissues 

and developmental stages of Apis mellifera workers, and to characterize the molecular properties and conserved domains of its 

encoded protein, thereby providing a foundation for the further functional investigation of this gene. [Methods]  The 

transcription of AmFdl was detected using RT-PCR followed by agarose gel electrophoresis, and its expression in various 
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tissues and developmental stages was analyzed using RT-qPCR. The physicochemical properties, molecular features, 

conserved motifs and functional domains of AmFdl were predicted and analyzed using appropriate software, after which a 

phylogenetic tree was constructed. [Results]  AmFdl was differentially expressed in different tissues. Highest expression was 

in the hypopharyngeal glands, which was significantly higher (P < 0.05) than that in the brain, midgut, fat body, cuticle and 

venom glands. With respect to eggs and larvae, expression was highest in worker bee eggs, and thereafter gradually decreased 

with larval age. With respect to worker bees, expression was highest in 2-day-old workers, significantly higher (P < 0.05) than 

that in 1-day-old or 6-day-old workers, and lowest in 6-day-old workers. AmFdl encodes 717 amino acids, has a molecular 

weight of about 80.8 kD, an average hydropathy index of ﹣0.359, and does not contain a typical signal peptide. The FDL 

proteins of the Apis mellifera, Apis cerana, Frieseomelitta varia, Bombus vosnesenskii and Bombus impatiens, all contain the 

same two structural domains, GH20_HexA_HexB_like and Glycohydro_20b2, and AmFdl also have five conserved motifs. 

The FDL proteins of Apis mellifera and Apis cerana cluster together on the evolutionary tree. [Conclusion]  The AmFdl gene 

is predominantly expressed in the hypopharyngeal glands and eggs of Apis mellifera workers. AmFdl is a hydrophilic, 

non-transmembrane protein with conserved motifs and functional domains. 

Key words  Apis mellifera; β-N-acetylhexosaminidase; spatio-temporal expression profile 

蜜蜂是自然界中不可或缺的授粉昆虫，在维

持生态稳定性和保障粮食生产等方面具有举足

轻重的作用（Lin et al.，2024）。西方蜜蜂 Apis 
mellifera 具有性情温顺、产卵力强和易维持大群

等优点而广泛应用于世界各地的养蜂生产（曾志

将，2017）。 

糖基水解酶 20 家族的 β-N-乙酰己糖胺酶（β- 

N-acetylhexosaminidase，Hex）是 N-乙酰己糖胺

代谢过程中的重要酶，广泛存在于脊椎动物、无

脊椎动物、植物、细菌和真菌中，并且在多种重

要的生理过程中发挥作用，例如生物体内几丁质

的水解，蛋白质的 N 糖基化修饰以及精卵识别

等（屈明博等，2014；Jiang and Yang，2023）。

根据进化发育关系和生理功能，Hex 酶可分为四

个主要进化亚家族，分别为 Hex1-Hex4。研究表

明，细菌的 Hex 通过降解外源几丁质，用于合成

自身的营养成分（霍亚敏，2013）。昆虫的 Hex4

又被称为 FDL，因在研究黑腹果蝇 Drosophila 
melanogaster 胚胎后期大脑的发育过程中，Hex4

基因突变，会导致脑部的 2 个蕈形体发生融合

（Fused lobe，FDL）的现象（Geisler et al.，2008）。

Fdl 参与黑腹果蝇（Léonard et al.，2006）和家

蚕 Bombyx mori（Nomura et al.，2010）的 N-乙

酰己糖胺代谢过程中的糖基化修饰。在地中海实

蝇 Ceratitis capitata 中，CcFdl 被证实存在于精

子表面，暗示其在精卵识别过程中发挥功能

（Intra et al.，2011）。 

目前对昆虫 Fdl 的研究取得了一些进展

（Dragosits et al.，2015），但关于西方蜜蜂中

AmFdl 的研究相对匮乏。本研究检测 AmFdl 在

西方蜜蜂工蜂不同组织和发育阶段的表达模式，

对 AmFdl 的分子特性和理化性质通过生物信息

学分析方法进行预测和分析，为进一步开展

AmFdl 的功能研究提供基础数据。 

1  材料与方法 

1.1  供试生物材料 

西方蜜蜂来源福建农林大学蜂学与生物医药

学院蜜蜂-病原互作机制研究团队的教学蜂场。 

1.2  样品制备 

按照本团队已建立的技术流程（吴鹰等，

2023）制备工蜂的卵、幼虫和成虫样品。分别收

集第 3 日龄（幼虫）、7 日龄（预蛹）、8 日龄（预

蛹）和 12 日龄（蛹）工蜂（n=3）。 

选取封盖子脾，放入恒温恒湿培养箱[（35± 

0.5）℃、相对湿度 70%]。新出房工蜂（n=15）

参照张莉等（2022）的方法解剖西方蜜蜂的触角、

毒腺、脑、中肠、脂肪体、表皮和咽下腺 7 个组

织。另一部分新出房工蜂饲养在透明盒子里

（n=30），分别收集第 1、2、6、12、15 和 18 日

龄工蜂成虫（n=3）。设置 3 次生物学重复，样品

经液氮速冻后保存于﹣80 ℃冰箱。 
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1.3  AmFdl 基因的 PCR 扩增 

在 NCBI 数据库（https://www.ncbi.nlm.nih. 

gov/）中下载 AmFdl 基因（GenBank 登录号：

XM_006567427.3）的核苷酸序列，使用 Primer 

Premir 6 软件设计特异性扩增引物（表 1）。使用

RNA 提取试剂盒（艾科瑞，中国）提取样品的

总 RNA，并将其反转录合成 cDNA，以此为模

板进行PCR扩增。反应程序参照郭意龙等（2022）

设置。扩增产物经 1.5%琼脂糖凝胶电泳分离后，

于核酸凝胶成像仪（上海培清，中国）中进行观

察并采集图像。 

1.4  AmFdl 基因的时空表达谱检测 

使用Primer Premir 6软件设计AmFdl和内参

肌动蛋白基因 actin（GenBank 登录号：NM_ 

001185145.1）的 qPCR 引物（表 1）。同 1.3 节制

备的 cDNA 作为 qPCR 模板。qPCR 在 ABI 

QuantStudio 3 荧光定量 PCR 系统（ABI 公司，美

国）上进行，反应体系与条件参照郭意龙等

（2022）的方法设置。 
 

表 1  本研究所用的引物序列 

Table 1  Primer sequence used in this study 

引物名称 
Primer 

序列（5′-3′） 
Sequence (5′-3′) 

用途 
Purpose 

Amfdl-cds-F 
ATGGTGGGCAACAT
GTCGAG 

Amfdl-cds-R 
ACCCGGGCAAATGT
CTCTGA 

PCR 

actin-F 
CCTAGCACCATCCA
CCATGAA 

actin-R 
GAAGCAAGAATTG
ACCCACCAA 

Amfdl-F 
TCGTCGTGAATGGA
TGAAT 

Amfdl-R 
AATCGGTTACACAG
GTCTC 

RT-qPCR 

 

1.5  AmFDL 理化性质与分子特性分析 

参照张凯遥等（2022）方法，基于 Expasy

平台（https://www.expasy.org/）的 ProtParam、

ProtScale 和 SWISS-model 工具，预测 AmFDL 蛋

白的理化性质、亲疏水性及三级结构进行。进一

步使用 SignalP 4.1 Server、NetPhos 3.1 Server、

TMHMM 和 SOPMA 在线工具，对该蛋白的信号

肽、磷酸化位点、跨膜结构域及二级结构进行分

析。此外，用 PSORTⅡ软件预测 AmFDL 蛋白的

亚细胞定位。所有分析均采用软件的默认参数。 

1.6  AmFDL 蛋白的保守基序和功能结构域分析 

利用 Blast 的 CD-search 工具（https://www. 

ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi）将西方

蜜蜂 AmFDL 氨基酸序列比对蛋白质数据库，获

得序列相似性较高的其他物种的 FDL。使用

MEME 软件（Bailey and Elkan，1994）对西方蜜

蜂及其他物种 FDL 蛋白的保守基序进行预测，参

数设置如下：基序最大宽度和最小宽度分别为

50 和 6 aa，预测基序数目设为 5。通过 Pfam 数

据 库 （ http://pfam.xfam.org/ ） 在 线 检 索 获 得

AmFDL 蛋白的结构域信息，并基于该结果，采

用TBtools软件对西方蜜蜂及其他物种FDL蛋白

的结构域组成进行比较分析，相关操作均使用软

件默认参数。 

1.7  系统进化分析 

参考宋宇轩等（2024）方法，使用 Mega 11.0

软件比对蛋白氨基酸序列，进化树取用邻接法

（Neighbor-joining method）构建。默认重复数

设为 5 次，以美洲东部熊蜂 Bombus impatiens 作

为外群进行树的根系分析。 

1.8  数据处理 

采用 2﹣ΔΔCt 法计算 AmFdl 基因的相对表达

量。利用 GraphPad Prism 8 软件进行图表绘制，

并通过 SPSS Statistics 20 软件进行正态性检验

（P > 0.05 视为符合正态分布）；进一步使用单

因素方差分析（One-way ANOVA），采用 Tukey

氏检验进行多重比较，并以字母标记法表示显著

性差异（P < 0.05 为差异具有统计学意义）。 

2  结果与分析 

2.1  AmFdl 的分子验证 

琼脂糖凝胶电泳结果显示，PCR扩增出AmFdl
基因编码区序列（Coding sequence，CDS）约 250 

bp 的目的片段，说明 AmFdl 基因在西方蜜蜂中
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真实存在和表达（图 1）。 
 

 
 

图 1  AmFdl 基因扩增产物的琼脂凝胶电泳 

Fig. 1  Agar gel electrophoresis of AmFdl gene 
amplification products 

2.2  西方蜜蜂工蜂不同组织中 AmFdl 的相对表

达量 

RT-qPCR 结果显示，AmFdl 在工蜂成蜂所取

组织样本中均有差异性表达。AmFdl 在咽下腺中

的表达量最高，且显著高于其它组织中的表达量

（P < 0.05）；相比于触角中的表达量，AmFdl 在
其余组织中的表达量显著降低（P < 0.05），在中

肠的表达量最低（图 2）。 

2.3  西方蜜蜂工蜂不同发育时期 AmFdl 的相对

表达量 

AmFdl 在西方蜜蜂工蜂早期发育阶段中呈

现差异表达模式。其表达水平随发育进程推进逐

渐下调，在卵中表达量最高，显著高于 3 日龄幼

虫、7 日龄与 8 日龄预蛹以及 12 日龄蛹（P <  

0.05）；至蛹期时表达量降至最低（图 3：A）。 

在成虫阶段，AmFdl 在 1、2、6、12、15 及

18 日龄工蜂中均检测到表达，但表达水平存在

显著差异。其中，2 日龄成虫中的表达量最高；

6 日龄在成虫中表达量最低（图 3：B）。 

 

 
 

图 2  西方蜜蜂工蜂不同组织中 AmFdl 的相对表达量 

Fig. 2  Relative expression level of AmFdl in various 
tissue of Apis mellifera worker 

图中数据为平均值+标准误。柱上不同字母表示差异 

显著（P < 0.05，Tukey 氏检验）。下图同。 

Date in the figure are mean+SD. Different letters above 
bars indicate significant difference (P < 0.05,  

Tukey’s test). The same below. 
 

 
 

图 3  西方蜜蜂工蜂不同发育阶段 AmFdl 的相对表达量 

Fig. 3  Relative expression level of AmFdl gene in different developmental stages of Apis mellifera worker 

A. 羽化前发育阶段；B. 成虫发育阶段。A. Pre-feathering developmental stages; B. Adult developmental stages. 
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2.4  AmFDL 的理化性质和分子特性 

AmFdl基因的编码序列CDS区全长2 154 bp，

编码 1 个由 717 个氨基酸残基组成的蛋白质

AmFDL。该蛋白质的预测分子量为 80.8 kD，分

子式为 C3597H5546N1022O1050S29。其理论等电点

（pI）为 7.26，脂溶系数为 78.24。氨基酸组成

分析显示，AmFDL 中含有 78 个带负电的残基

（Asp 和 Glu）和 78 个带正电的残基（Arg、Lys

和 His）。该蛋白的平均亲水性系数（GRAVY）为

﹣0.359，证实了其亲水属性，且亲水氨基酸数

量多于疏水氨基酸（图 4：A）。同时，信号肽预

测结果（图 4：B）显示该蛋白无典型信号肽，据

此推测 AmFDL 属于非分泌性蛋白。此外，在

AmFDL 中共预测到 13 个酪氨酸磷酸化位点、31

个苏氨酸磷酸化位点及 40 个丝氨酸磷酸化位点

（图 4：C）。二级结构以无规卷曲为主（51.74%），

其次为 α-螺旋（32.50%）和 β-折叠（15.76%）（图

4：D）。基于同源建模，AmFDL 与模板蛋白 

3s6t.1.A 的序列一致性为 38.61%（图 4：E）。亚

细胞定位预测结果表明，AmFDL 可能同时定位

于多个细胞区室：线粒体（43.50%）、细胞质

（21 .70%）、细胞核（17 .40%）、高尔基体

（8.70%）、内质网（4.30%）及液泡（4.30%）。 

2.5  AmFDL 蛋白的保守结构域和保守基序分析 

在西方蜜蜂 Apis mellifera、东方蜜蜂 Apis 
cerana、无刺蜂 Frieseomelitta varia、熊蜂 Bombus 
vosnesenskii 和美洲东部熊蜂 Bombus impatiens
的 FDL 蛋白中鉴定到 GH20_HexA_HexB_like

和 Glycohydro_20b2 两个保守结构域。在黑大蜜

蜂 Apis laboriosa 和小蜜蜂 Apis florea 的 FDL 蛋

白中鉴定到 GH20_HexA_HexB_like 和 Glyco_ 

hydro_20b superfamily 两个保守结构域。在大蜜蜂

Apis dorsata 的 FDL 蛋白中鉴定到 Glyco_ 

hydro_20b superfamily 和 GH20_hexsaminidase 

superfamily 两个保守结构域（图 5）。 
 

  
 

图 4  AmFDL 的亲水性（A）、信号肽（B）、磷酸化位点（C）、二级结构（D）和三级结构（E） 

Fig. 4  Hydrophilia (A), signal peptide (B), phosphorylation site (C), secondary structure  
(D) and tertiary structure (E) of AmFDL 
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在 AmFDL 蛋白中，预测到 Motif 1-Motif 5 共

5 个保守基序。在黑大蜜蜂、大蜜蜂、东方蜜蜂、

小蜜蜂、无刺蜂和美洲东部熊蜂的 FDL 中同样

预测到了相同的 5 个保守基序，熊蜂仅有 Motif 1

和 Motif 3 基序（图 6）。 

2.6  AmFDL 蛋白的系统进化分析 

如表 2 所示，西方蜜蜂中含有 11 个 FDL、黑 

大蜜蜂中含有 5个 FDL、大蜜蜂中含有 2个 FDL、

东方蜜蜂中含有 7 个 FDL、小蜜蜂中含有 7 个

FDL、无刺蜂中含有 2 个 FDL、熊蜂中含有 4 个

FDL、美洲东部熊蜂中含有 4 个 FDL。西方蜜蜂

和中华蜜蜂的 FDL 聚为一小支，亲缘关系最近。

该支进一步与黑大蜜蜂、大蜜蜂和小蜜蜂的 FDL

聚为一个大支。无刺蜂和美洲东部熊峰的 FDL

聚为一小支，熊蜂单独聚为一支（图 7）。 
 

 
 

图 5  西方蜜蜂和其他 7 个物种的 FDL 蛋白所含的保守结构域比较 

Fig. 5  Comparison of conserved structural domains in FDL proteins between Apis mellifera and other seven species 
 

 
 

图 6  西方蜜蜂和其他 7 个物种的 FDL 含有保守基序 

Fig. 6  Comparative analysis revealed conserved motifs in the FDL proteins of Apis mellifera and seven other species 
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表 2  西方蜜蜂和其他 7 个物种的 FDL 概要 

Table 2  Summary of FDL in Apis mellifera and other seven species 

物种 
Species 

数量 
Number 

NCBI GenBank 数据库收录号 
Accession number in NCBI GenBank database 

西方蜜蜂 Apis mellifera 11 LOC411490 

黑大蜜蜂 Apis laboriosa 5 LOC122713481 

大蜜蜂 Apis dorsata 2 LOC102675172 

东方蜜蜂 Apis cerana 7 LOC107997776 

小蜜蜂 Apis florea 7 LOC100871801 

无刺蜂 Frieseomelitta varia 2 LOC122527224 

熊蜂 Bombus vosneseskii 4 LOC117233990 

美洲东部熊蜂 Bombus impatiens 4 LOC100740428 

 

 
 

图 7  邻接法构建基于 FDL 的西方蜜蜂与其他 7 个物种的系统进化树 

Fig. 7  Phelogenetic tree of Apis mellifera and other seven species based on FDL by neighbor-joining method 

 

3  讨论 

编码β-N-乙酰己糖酶的Hex基因在哺乳动物、

昆虫和植物中都有发现（Gutternigg et al.，2007）。

在黑腹果蝇中，首次发现 Hex 基因在昆虫体内的

表达，其被确定为参与精子 /卵子识别的分子

（Cattaneo et al.，2006）。昆虫的 Hex4 又被称为

FDL，参与昆虫 N-乙酰己糖胺代谢途径中的糖基

化修饰（Léonard et al.，2006；Nomura et al.，2010）。

西方蜜蜂中 AmFdl 的研究相对匮乏，本研究通

过分析 AmFdl 基因在西方蜜蜂工蜂多种组织及

不同发育时期的表达水平，旨在揭示其表达谱特 

征及潜在调控功能，并通过生物信息学分析方法

对 AmFdl 的分子特性和理化性质进行预测和分

析，为进一步展开 AmFdl 的功能研究提供基础

数据。 

本研究发现 AmFdl 基因在西方蜜蜂中真实

表达（图 1），AmFdl 在西方蜜蜂工蜂的咽下腺中

表达水平最高，触角中的表达次之（图 2）。推测

AmFdl 可能在西方蜜蜂工蜂的咽下腺中对蜜蜂

的营养和级型分化，以及触角的化学感知等方面

发挥潜在调控作用。研究显示黑腹果蝇 DmFdl
在睾丸和大脑中表达量较高，在其他部位表达量

较低，在中肠和卵巢中几乎无法检测到（Cattaneo 

et al.，2006）。地中海实蝇 CcFdl 基因在睾丸中
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表达（Pasini et al.，2011）。在亚洲玉米螟 Ostrinia 
furnacalis 中，ofFdl 基因在蛹和成虫期的转录水

平存在显著的性别差异，雄性个体中的表达量显

著高于雌性。根据上述结果推测，Fdl 基因可能

在昆虫雄性生殖生理中发挥重要功能，尤其可能

参与精卵识别及精子发生过程的调控。AmFdl
在西方蜜蜂工蜂不同发育阶段的表达分析显示，

其在卵中的表达水平最高，从卵至蛹期表达量呈

逐渐下调趋势，表明该基因可能在卵期发育过程

中发挥重要功能，但其具体调控机制尚待深入研

究。至成虫阶段，AmFdl 在 2 日龄成虫中表达量

最高。从 6 日龄开始，随着日龄增长，该基因的

表达呈现上升趋势（图 3）。结合蜜蜂社会性行为

特点，低日龄工蜂通常主要从事巢内哺育幼虫及

清理巢房等职责（黄少康，2011），因此推测

AmFdl 可能参与调控西方蜜蜂幼龄工蜂的巢内

行为活动。 

生物信息学分析发现 AmFDL 含有 717 个氨

基酸，脂溶系数为 78.24，理论等电点为 7.26，该

蛋白所含酸性氨基酸与碱性氨基酸的数量均为

78 个。平均亲水系数为﹣0.359（图 4：A），且

未预测到典型的信号肽序列（图 4：B），上述理

化特征表明，AmFDL 可能是一种亲水性蛋白，并

以非分泌方式存在于胞内。以上结果解析了西方

蜜蜂工蜂 AmFDL 的分子特性并丰富了相关信息。

本研究表明在意大利蜜蜂、东方蜜蜂、无刺蜂、

熊蜂和美洲东部熊蜂的 FDL 蛋白中鉴定到 2 个

保 守 结 构 域 ： GH20_HexA_HexB_like 和

Glycohydro_20b2（图 5）。在昆虫中，Glycohydro_ 

20b2 的结构域高度保守。Glycohydro_20b2 代表

真核生物 β-N-乙酰葡糖胺酶的 N 末端结构域，也

是其功能域（Xi et al.，2024）。在西方蜜蜂和其

他 6 种昆虫的 FDL 中均鉴定到 4 个保守基序，熊

蜂仅有 2 个保守基序（图 6）。西方蜜蜂与东方

蜜蜂的 FDL 亲缘关系最为接近（图 7）。以上结

果共同表明，AmFDL 在上述西方蜜蜂工蜂幼虫

中具有较高的保守性，并可能在发育过程中发挥

相似的生物学功能。 

研究表明 Hex 是一种可溶性糖水解酶，参与

溶酶体中的糖缀合物降解（Magini et al.，2008），

Hex 还经常被用于对过敏反应的初步评估（Lv 

et al.，2018）。目前，FDL 在昆虫中的研究较少，

还需要进一步明确它的功能。未来的研究可进一

步探讨 Fdl 在西方蜜蜂咽下腺中的分布特征，对

蜜蜂的营养和级型分化、工蜂卵期的发育的调控

机制。其也可能影响蜜蜂蜂王浆的分泌和蜂王浆

的产量，在高产蜂王浆的品种选育方面有提示

作用。 
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